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(57) Abstract 

The present invention relates to the utilization of a compound capable of antagonizing at least partially the oncogenic activity of the 
protein Mdm2 for the preparation of a pharmaceutical composition intended more particulariy to a treatment of cancers with no p53 context 
It farther relates to the viral vector comprising a nucleic acid sequence coding for a compound capable of inhibiting at least partially the 
oncogenic activity of die protein Mdm2, and to a corresponding pharmaceudcal composition. 



(57) Abrdg^ 

La pi^nte invention conceme Tutilisation d'un compose capable d*antagoniser au mouis paitiellement I'acdvite oncog^nique de la 
protdme Mdra2 pour la pi^paration d'une composition phamiaceutique destinfe plus particuli^rment au traitement des cancers & contexte 
p53 nul. Elle se rapporie en outre it un vecteur viral comprenant une sequence d'acide nucl6ique codant pour un compose capable d'mhiber 
au mdlns paidellement ractivit6 oncog6nique de la prot6ine Mdm2 et une composition pharmaceutiqiie conespondante. 
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ANTAGQNTSTES DE L'AmVlTE ONCOGENIOUE DE LA 
PROTETNE MDM2, ET LEUR UmLTSATTON DANS T.E TRAITEMENT PES 

La pr^senie invoEtion oonceme une nouvelle m^thode de traitement des 
5 pathologies hyperproliferatives (cancers, restenoses, etc..) aiiua que les compositions 
pharmaceutiques conrespondantes. 

n est maintenant faien 6tabli qu'une grande majority des canca:^ est causae, 
tout au moins en partie, par des anomalies genetiques qui se traduisent soit par la 
suieiqsression d*un ou plusieurs ^nes et/ou Texpression d*un ou de genes mutes ou 

10 anomiaux. Par exemple, Texpression d'oncog&fies g§n^ dans la plupart des cas un 
cancer. On entend par oncogene un gdne g^n^tiquement affecte et dont le pxxluit 
d*e3q»ression perturbe le fonctionnement tnologique ncmmal des cellules, initiant ainsi 
un 6tat n^oplasique. Un grand nombre d^oncogdnes ont & ce jour 6t6 identifies et 
partiellemmt caract6ris6s comme notamment les gdnes ras, myc, fos, erb, neu, raf, 

15 src, fins, jun et abl dont des formes mut§es semblent lesponsables d*un d^rdglement 
de la proliferation cellulaireL 

Dans un contexte cellulaire normal, la proliferation de ces oncogdnes est 
vraisemblablement contrer au moins en partie, par la gte6ration de gdnes dits 
supresseurs de tumeurs conmie p53 et Rb. Toutefois, certains ph6nomdnes peuvent 

20 venir perturber ce mteani^e d'autoregulation cellulaire et favoriser alors le 
developpement d'un etat neoplasique. Un de ces evdnements consiste en des 
mutations au niveau des genes suppresseurs de tumeurs. Cest ain^ que la forme 
mutee par delation et/ou mutation du gene p53 est impliquee dans le developpement 
de la plupart des cancers humains (Baker et coll,. Science 244 (1989) 217) et que des 

25 formes inactivees du gene Rb ont ete mises en cause dans differentes tumeurs, et 
notamment dans les letinoblastomes ou dans les cancers mesenchjrmateux comme les 
ost6osarcomes. 
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La protSine p53 est une phos^dioptoteine nudeaire de 53kD qtii est 
exprim^ dans la plupart des tissus normaux. EUe est impliqute dans le oontrSle du 
cycle cellulaire (Mercer et al. Critic Rev. Eucar. Gme Express, 2, 251, 1992) » la 
legulation ttansa:qytiQnnelle OFields et al.. Sciences (1990) 249, 1046), la rfipUcation 
5 de TADN (Wilcoq and Lane, (1991), Nature 349, 4290 et Bargonnetti et al., (1992) 
Cell 65 1083) et I'induction de T^x^ptose (Shaw et al., (1992) P.N.A.S.USA 89, 
4495)- Ainsi, toute e^qKisition de cellules k des agents capables par exemple d'en 
endonimag^ TADN, initie tme cascade de signaUsaHon cellulaire qui aboutit k ime 
modification post-transcriptionnelle de la prot6ine p53 et si I'activation 
10 transcriptionnelle par p53 d'un certain nomhre de genes tels gadd45 (growth arrest 
and DNA damage ) (Kastan et coll. Cell, 71, 587-597,1992 ), p21 WAF/CIP 
(ElDeiiy et coll. Cancer Res., 54, 1169-1174, 1994) ou bien encore mdm2 (mouse 
double minute) (Barak et coll.. EMBO J., 12, 461^68,1993)- 

De ce qui prteSde, il lessort clairement que T^lucidation des diffSrentes 
15 fonctions biologiques de Tensemble des jxotSines impliqu§es notamment dans cette 
voie de signalisation cellulaire, de leurs modes de fonctionnement et de leurs 
caract&istiques est d*un int^rgt majeur pour la compr6hension de la cancax>gengse et 
la mise au point de mdttiodes th6rapeutiques efficaoes dirig^ contre le cancer. 

La pr§smte invention s*inscrit piecisement dans ce contexte en rapportant 
20 une nouvelle fonction de la pcot&ine Mdm2. 

La proteine Mdm2 est une phosphoproteine de poids mol^culaire de 90kD, 
exprim6e a partir du gene mdm-2 (murine double minute 2). Ce gene mdm2 a ete 
clon6 k Torigine dans \me cellule tumorale spontanee BALB/c 3T3 et il a ^ constat^ 
que sa sure^qxession augmente f ortement le pouvoir tumoral (Cahilly-Snyder et coll 
25 .Somat.Cell.MoLGenet,13,235-244,1987.; Fakharzadeh et coll, EMBO J, 10,1565- 
1569,1991). Un complexe Mdm2/p53 a identifie dans plusieurs lign^es 
cellulaires cont^iant aussi bien une p53 sauvage que des {xotSines p53 mut6es 
(Martinez et coll.. Genes Dev.,5,151-159, 1991). En outre, il a et6 montrg que Mdm2 
inhibe TactivitS transcriptionnelle de p53 sur un promoteur comme celui de la 
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o^atine Kinase de muscle indiqtiant que Mdm2 peut reguler Tactivite de p53 
(Momand et coll.. Cell, 69.1237-1245,1992 ; Oliner et coll. Nature, 362.857-860. 
1993)^ 

Au vu de Tensemble de ces r§sultats, la proteine Mdm2 est done k ce jour 
5 essentiellement reconnue coimne im modulateur des activites de p53. En complexant 
les proteines p53 sauvages ou mutees. elle inhibe leur activit6 transcriptioiineUe et 
contribue de cette maniere k la deregulation de la proliferation cellulaire. Par 
consgquent, Texploitaticm sur un plan tfaa^peutique de ces informations consiste 
majoritainraient k rechocher des moyens pour s*opposer k ce blocage par Mdm2 de 
10 la proteine p53. 

De manidre inattendue, la demanderesse a mis en Evidence que cette 
proteine Mdm2 possedait un caractere oncog^que propre, c'est-i-dire totalement 
distinct de celui associe a sa forme complexee avec la proteine p53. Plus 
I»6cisement. la proteine Mdm2 developpe des proprietes oncog6niques dans un 

15 ccMitexte p53 nul. Pour q>puyer cette decouverte k savoir que les propri6t6s 
oncog&iiques de Mdm-2 sont indepeadantes de p53 et en particulier ne resultent pas 
de rinhibitioh de Tactivitg transactivatrice de p53 sauvage. nous avons montrg quHm 
mutant de p53 (p53 (14-19) ; Lin et al.. Genes Dev., 1994. 8. 1235-1246) qui a 
conserve ses propri6t§s transactivatrices mais qui n*inta:agit plus avec Mdm-2 est 

20 incapable de bloquer les propri6tes onoog§niques de Mdm-2. U est 6galement montre 
que Mdm-2 et en particulier le domaine 1-134 de Mdm-2 est caq>able de d6bloquer 
un arret du cycle cellulaire en Gl induit par la surexpression de pl07. Mdm-2 s*avkie 
done €tre un r6gulateur impc»tant de facteurs inQ)liqu& dans le contr51e du cycle 
cellulaire. autres que p53. 

25 La inesente invention r&sulte en partie de la mise en Evidence que la 

sfequence protfeique 1-134 de la sequence identifi6e en SEQ ID N^l. de la prot6ine 
Mdm2 est suffisante pour traduire le potentiel oncogenique de ladite proteine. 
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Elle resulte ^galement de la mise en evidence qu*il est possible d'aff ecter ce 
caractere onoogdnique de la px>t6ine Mdm2 en utilisant des composes capables 
d'interagir avec elle. La pr6sente invention d£crit 6galement des systdmes 
particulianement efficaces pmnettant la dSlivranoe in vivo, ditectement dans les 
5 tumeurs» de tels composes et ainsi de lutter contre le dSvdpppenient des cancers. La 
pc6sente invmtion offce ainsi une nouvelle approdie particuli^iraient efficace pour 
le traitemait des tumeurs en {^uticulier & ccmtexte p53 ntd telles que les cancers 
suivants les ad6nocarcinonies du colon, les cancers de la tfayrbide, les carcinomes du 
poumon, les leuo^mies my^lcHtctes, les cancers colorectaux, les cancers du sein, les 
10 cancers du poumc»i, les cancers gastriques. les cancers de Toesophage, les lynophomes 
B, les cancers ovariens» les cancers de la vessie, les glioblastomes, etc. • • 

Un premier objet de Tinvention r§side done dans Tutilisation d'un compose 
capable d'antagoniser au moins partiellement TacdvitS oncogenique de la prot6ine 
Mdm2 pour la preparation d'une composition pharmaceutique destin6e au traitement 
15 des cancers k contexte p53 nul. 

Au sens de Tinvention, on entend par cancer & contexte p53 nul, un cancer 
ou p53 serait incapable d'exercer ses fonctions de gdne stq[>presseur de tumeur par 
toute modification ou tout mScanisme autre que la fixation de Mdm-2 sur p53, cette 
fixation empSchant p53 de jouer son rdle de suppresseur de tumeur et permettant aux 

20 cellules d*6chapper k une croissance regulee par p53. On peut citer de fogon non 
exhaustive parmi ces modifications ou m^canismes bloquant TactivitS de suppresseur 
de tumeur de p53, par exemple, des alterations genetiques du gene p53 Mutations 
ponctuelles, delations, etc), Fint^action avec d*autres pn>t§ines que Mdm-2, la 
degradation prot&>lytique tres rapide de la protSine p53 liee a la presence de la 

25 pnoteine E6 des virus des papillomes humains k haut risque tels que HPV-16 et HPV- 
18, etc. 

Au sens de Tinvention, Tinhibition de ractivit6 oncogenique de la proteine 
Mdm2 peut etre achevSe selon deux methodes. 
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Elle est pr6feientiellement accomplie en intanrenant directemrat au niveau 
du domaine 1*134 de celle-ci. Cest ainsi que toute proteine capable de se lier i ce 
domaine aura un rdle antagoniste sur les i»opri6t6s oncogeniques de Mdin2. 

Toutefois, cet effet inhibiteur peut egalement etre atteint via rinteraction 
5 d^ttn compos6 avec un domaine voisin, comme par exemple le domaine 135-491 de 
mdm2» represente sur la sequence SEQ ID N**! ou sa sequence C terminale 
representee sur la sequence SEQ ID N^l. En consequence, la presente invention vise 
en outre Tutilisation de tout compose qui» bien que n*interagissant pas directement 
avec ce domaine* est n^ammoins capable d*en affecter le caract^ oncog^que. 

10 Selon m mode particulier* la presente invention vise IHitilisation dW 

compose capable de se lier au niveau du domaine 1-134 de la sequence representee 
en SEQ ID 1 de la proteine Mdm2 en vue de prepare ime composition 
pharmaceutique destinee au traitement des cancm a contexte p53 nul. 

A titre de compos6 susceptible dTintemgir directement au niveau du domaine 
15 1-134, de la prot6ine Mdm2» on peut cit^ plus particuliSrement les scFV dirig6s 
sp6cifiquement contre ce domaine. 

Les ScFv sont des molecules ayant des propriete de liaison comparables a 
celles d*im anticcrps et actives intracellulairemait H s*agit plus particulierement de 
molecules constitutes tfun peptide corr^pondant au site de liaison de la region 
20 variable de la chaine legere d*im anticops relit par tm link^ peptidique a un peptide 
correspondant au site de liaison de la region variable de la chaine loiirde d'un 
anticorps. n a ete montre par la demanderesse que de tels ScFv pouvaient etre 
produits in vivo par transfert de gene (Cf demande WO 94/29446). 

n peut egalement s'agir de peptides ou de prottines d^k conniis pour leur 
25 aptitude a se lier specifiquement avec le domaine 1-134 de Mdm2 comme par exemple 
tout ou partie du domaine de liaison de la {voteine p53 avec la SEQ ID N**l et plus 
particulierement tout ou partie d*un des pq[)tides 1-52, 1-41 et 6-41 de la sequence de 
p53 reprfesentfe en SEQ ID N**2. (Oliner et al.. Nature. 1993, 362, 857-860) ou plus 
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simpleinent tout oti partie du peptide 16-25 cartographie plus precisement (Lane et 
al., PhiL Tnms. R. Soc. London B.. 1995, 347, 83-87), ou meme les peptides 18-23 
des p53 bimi^itte ou murine, ou enone des peptides d&iv^ proches de oeux 
pr6o6demment cit6s dans lesquels les rgsidus critiques pour rinteraction avec Mdm-2 
5 auront 6t6 conserves (Pickslesr et aL, Oncogene, 1994, 9, 2523-2529). 

n peut egalement etre mis en oeuvre selon rinvention des composes de se lier 
i des domaines voisins du domaine 1-134 de Mdm2 lepresente en SEQ ID N**l et 
affectant de part oette liaison Factivitg oncogSnique de la proteine Mdm2« A ce titre, 
on peut cita: ceux intaragissant au niveau du domaine C terminal de ladite prot^e 
10 comme par exemple les f acteurs transcriptionnels TFII, TBP, et TaF250 de meme que 
les prot^ines interagissant au niveau du domaine 135-491 de Mdm2 r&pt6sente en 
SEQ ID N^l comme par exemple les (xoteines L5 (proteine libosomale) et Rb 
^voteine retincblastome) et le f acteur transcriptionnel E2F ( r6gul6 par Rb). 

Un autre objet de la presente invaition vise egalement Tutilisation de scFV 
15 diriges specifiquemoit contre ce domaine 1-134 de la sequence representee en SEQ 
ID 1 de la proteine Mdm2 en vue de preparer ime composition pharmaceutique 
destinee au traitement des cancers. 

Au sens de riirvention, il est entendu que Tensmible des interactions citees 
d-dessus affectent de maniere cons6qumte le caractere oncogenique de Mdm2. En 
20 outre, ces proteines peuvent etre utilisees, en tout ou partie, dans la mesure ou il est 
mis en oeuvre leur partie active vis-a-vis d*un des domaines de liaison avec la proteine 
Mdm2 et que cette interaction conduit a une affectation du caractdre oncogenique de 
celle-cL 

Dans le cadre de la pr§sente invention, ces composes peuvent Stre utilises 
25 tels quels ou, avantageusement, sous forme de constructions g6n6tiques permettant 
leur expression in vivo. 

Un mode de r6alisation particulidrement avantageux de la presente invention 
consiste k mettre en oeuvre une sequence nuclSique codant pour un compos6 capable 
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d'antagoniser au moins partiellement I'activit^ oncogenique de la prot^e Mdni2 
pour la preparation d'tine composition {diarmaoeutique destinte au traitenaent des 
cancers A contexte p53 nuL 

Dans cette perspective, ies addes nud^ques utilise dans le cadre de 
5 llnventioapeuventetrededifferents types. ns'agitdenianidreprefirentieUe 

- d'acides nudi&ques a nt isens. 

- d'oligoribomudSotides capables de fixer directement hm des domaines de la 
proline Mdni2 et d'inhiber son activity oncogenique (oli^mudtetide ligand). 

- d'addes nucl&ques codant en tout ou partie pour des peptides ou proteines 
10 capables de s'oligom&isa- avec I'un des domaines de Mdm2 et d'inhiber son activite 

cmcogenique, 

- d'addes nucleiques codant pour des anticorps intracellulaires (par example 
des fragments variables ft daaSoB unique issu d'un anticorps) dingus contre le dcnnaine 
1-134 de la sequence SEQ ID fVl de la proteine Mdni2. 

15 Selon un mode particulier de la pv&sente invention, I'adde nud^que est un 

adde luid^que antisens. Cet antisens est un ADN codant pour un ARN 
oonq>iementaire de I'adde nud^que codant pour la pcot§ine Mdm2 et capable de 
bloquer sa transcrqitiosi et/ou sa traduction (ARN antisens) ou un ribo^rme. 

Plus lecemment. un nouveau type d'addes nudiiques capables de r§guler 
20 I'egqxesaon de gkies-cible a^ndsen evidence. Ces addes nudeiques ne s'hybrident 
pas avec les ARNm ceUulaires, mais directement avec I'ADN ggnomique en double- 
brin. Cette nouvelle approdie repose sur la mise en Evidence que certains addes 
mid^ques sont capables d'intecagir spfidfiqueoient dans le grand sillon de la double- 
heiice d'ADN pour former localement des tr^le-hSlioes. oonduisant & une inhibition de 
25 la transcription de genes-dWe. Ces addes nudMques reconnaissent sfelectivement la 
double-heiice d'ADN au niveau de sequences oligopurincoligopyrimidine, c'est-S-dire 
au niveau de regions poss6dant une sequence dligopurique sur un brin et une 
sequence oUgopyrimidkjue sur le brin compl6mentaire. et y fcxment localement une 
triple-heUce. Les bases du troisifeme brin a'oUgonud6otide) forment des Uaisons 
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hydrogdne fliaiscMis Hoogsleen ou Hoogsteen inverse) avec les purines des paires de 
bases Watson-Crick. De tels addes nudiiques ont notamment dScrits par le 
Pr. H^ldne dans Anti-Cancer drug design 6 (1991) 569. 

Les addes nudSiqties antisens sekm la presenie invention peuvent itae des 
5 sequences d'ADN codam pour des ARN antisens ou pour des ribozymes. Les ARN 
antisens ainsi ptoduits peuvBrt interagir avec un ARNm ou un ADN g&wmiq 
et former avec oefan-d des doubles ou des triples hglioes. n pent ^galement agir de 
sequences (oliganuclSotides) antisens. 6ventuellement modifigs chin^u..r^ 
cqiables d'imecagir directement avec le gene ou 1' ARN cible. 

10 Toujours selon un mode pr§fer6 de mise en oeuvre de la pr^sente invention. 

I'adde nudeique est tin oUgonucltotide antisens tel que dgfini pt6c6denunent. 
6ventueUement modifife dumiquement n peut s'agir en particulier d'oUgonucl6otides 
dont le squelette phosphodiester a 6te modifie chimiquement. tels que par exemple les 
oUgonucleotides phosphonates. phosphotriesiefs. phosphocamidates et 

15 phosphoiothioates qui sont decrits. par exemple. dans la demande de brevet 
WO94/08003. n peut Sgalemem s'agir d'oligonud^des a^, ou d'oUgonucteotides 
conjugues & des agmts ids que des oonqx)S& aaylants. 

Au sens de la pr^sente invention, on entend par oligonucleotide Ugand, un 
digoribonudSotide ou un oUgodeoxynTxMiucl6otide capable de se fixer 
20 spedfiquement k la prot6ine Mdm-2 afin d'inhiber sa fonction oncog^nique. De tels 
nucleotides peuvent par exemple etre nris en evidence par des techniques d"'6vDlution 
in vitro" comme par exemple la technique SELEX (Edgington, Bio/tedmology, 1992, 
10, 137-140 ; Brevets US 5.270,163 et WO 91/19813). 

Plus g&i^ement. ces addes nudSiques peuvent etre d'origine humaine, 
25 animale. v6g^e. bact&ienne. virale. synth6tique, etc. lis peuvent etre obtenus par 
tout© technique connue de llKMnme du m6tier. et notamment par criblage de banques, 
par synthase drimique, ou encore par des m6thodes mixtes induant la modification 
chimique ou enaymatique de sequences obtaiues par criblage de banques. 
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Cc»mne indique pltis loin. Us peuvent par ailleurs Stre incorpc»n§s dans des 
vecteurs, tels que des vecteurs plasmidiques, vinnix ou diimiqttes. Us peuvent 
egalement gtre administr§s tels quels, sous forme d*ADN nu selon la technique 
dsaito dans la demande WO 90/11092 ou sous forme oomplexee, par exemple avec 
5 du DEAE-dextran (Pagano et al-. J. Virol. 1 (1967) 891), avec des prot6ines 
nucl^aires (Kaneda et al.. Science 243 (1989) 375), avec des lipides ou polymdres 
cationiques (Feigner et al., PNAS 84 (1987) 7413), sous forme de liposomes (Fraley 
et al., J.Biol.Chem. 255 (1980) 10431), etc. 

Pceferentiellement, la sequence utilisee dans le cadre de Finvention fait 
10 partie d'un vecteur. L'emploi tfun tel vecteur permet en effet d'amelioTM' 
Tadministration de Tacide nucl6ique dans les cellules k traiter, et egalement 
d*augmenter sa stability dans lesdites cellules, ce qui permet d*obtenir un effet 
tiiirapeutique durable. De plus, il est possible d'introduire plusieurs sequences 
d^acide nucl6ique dans un n^ne vecteur, ce qui augmente Egalement TefficacitS du 
15 traitatnent 

Le vecteur utilise peut etre d^origine div^rses, des .lcHS qu*il est capable de 
transformer tes cellules animales, de preference les cellules cancereuses humaines. 
Dans un mode pr^6r6 de mise en oeuvre de Tinvention, on utilise un vecteur viral, 
qui peut etre choisi parmi les adenovirus, les retrovirus, les virus addno-associes 
20 (AAV) ou le virus de llierp^ 

A cet egard, la presente invention a 6galemMt pour obget tout vecteur viral 
comprenant, insere dans son genome, un adde nucleique codant pour un compose 
capable d*antagoniser au moins partiellement le caractere oncog^que de la proteine 
Mdm2. 

25 Plus particulierement, elle conceme tout virus recombinant comprenant ime 

sequence d'acides nucl6iques codant pour im compose capable de se lier a la prot6ine 
Mdm2 de manidre a affecter son potentiel oncog^nique. Dans ce contexte, la 
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s^uence d'acides nucliiques peut coder pour IW des peptides, pro^ 
transcriptionnels pi6o6demmeiit identifies. 

Plus pref^rentieUement. cette s^uence d'addes nucl§iques code pour un 
scFV ou un peptide c^iabie d'inieragir au niveau du domaine 1-134 (SEQ ID N'l) de 
5 la prot^e Mdm2. 

Avantag'tusement, les virus utilises dans le cadre de I'invmtion sont 
pr6figr^ellemait dSfectifs, c'est-a-dire qu'ils sont incapables de se r^pUquer de 
fa^on autonome dans la ceUule infectee. Generalement, le g&iome des virus d^fectifs 
utilisfe dans le cadre de la presente invention est done d^pourvu au moins des 

10 sequences n6cessaires a la replication dudit virus dans la cellule infectee. Ces regions 
peuvent 6tre soit 4Uminees (en tout ou en partie), soit rendues non-fonctionneUes. 
soit substitutes par d'autres sequences et notanunent par la sequence codant pour le 
compost posstdant un role antagoniste sur les prqpri6l6s oncog&uques de la proline 
Mdm2. Prtf&«ntiellement. le virus defectif consave ntanmoins les sequences de son 

15 gtnome qui sont ntcessaires k I'encapsidation des particules virales. 

S'agissant plus particuli&ement d'adSnovirus. difftrents serotypes, dont la 
structure et les proprietts varient quelque peu, ont ett caract&ists. Parmi ces 
s&otypes, on prtftre utiliser dans le cadre de la presente inv«ition les adenovirus 
humains de type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5) ou les adenovirus d'origine animale (voir 

20 demande FR 93 05954). Parmi les adenovirus d'origine animale utilisables dans le 
cadre de la prtsente invaition on pent citer les adenovirus d'origine canine, bovine, 
murine, (exemple : Mavl. Beard et al.. Virology 75 (1990) 81). ovine, porcine, 
aviaire ou encore simienne (exemple : SAV). De prtf&enoe. rad&iovirus d'origine 
animale est un adenovirus canin, plus prtftrentiell^nait un adenovirus CAV2 

25 [souche manhattan ou A26/61 (ATCC VR-800) par exemple]. De preference, on 
utilise dans le cadre de I'invention des adenovirus d'origine humaine ou canine ou 
mixte. 
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Pr6f6rentiellement les adenovirus d6fectifs de rinvention oomprenent les 
ITR. une s6quence permettant rencapsidation et la s§quence ccxlant pour le 
modulateur des calpames. Encore plus pr6f6rentiellement» dans le genome des 
ad6novirus de rinvendon, le gtee El et au moins Tun des gdnes E2» E4, L1-L5 sont 

5 non fonctionnels. Le gSne viral constdere peut &re rendu non fonctionnel par toute 
technique oonnue de rhonune du metiar, et notamment par siq>pression totale» 
substitution, dSl^tion partielle, ou addition d*une ou plusieurs bases dans le ou les 
g&nes consid&r6s* De telles modifications peuvent &re obtenues in vitro (sur de 
TADN isol6) ou in situ, par exmnple, au moyens des techniques du gSnie g6n6tique, 

10 ou encore par traitement au moyen d*agCTts mutagtees. 

Les ad^ovirus recombinants d^ectifs selon Tinvention peuvent dtre 
prepares par toute technique connue de Thomme du metier (Levrwo et al.. Gene 101 
(1991) 195, EP 185 573 : Graham, EMBO J. 3 (1984) 2917). En particuHer, ils 
peuvent ttie pr§par6s par recombinaison homologue entre im adenovirus et un 

15 plasmideportant entre autre la sequence tfADN codant pour Tinhibiteur des ETS. La 
recombinaison homologue se produit ajwfes co-transfection desdits ad&iovirus et 
plasmide dans une lignee cellulaire appropri6e. La lign6e cellulaire utiliste doit de 
preffeence (i) fetre transformable par lesdits 616ments, et (ii), oompcffter les sequences 
capables de complementer la partie du g&nome de radSnovirus dSfectif. de 

20 preference sous forme intSgree pour eviter les risques de recombinaison. A titre 
d'exemple de lignee, on peut mentionner la lignee de rein embryonnaire humain 293 
(Graham et al., J. Gen. ViroL 36 (1977) 59) qui contient notamment, integree dans 
son g6nome, la partie gauche du genome dun adenovirus Ad5 (12 %). Etes strategies 
de construction de vecteurs d&iv6s des adenovirus ont egalement ete d6crites dans 

25 les demandes n*» FR 93 05954 et FR 93 08596- 

Ensuite, les adenovirus qui se sont multipli^ sont recuperes et ptirif ies selon 
les techniques classiques de biologic moleculaire, comme illustrg dans les exemples. 

Concemant les virus adeno-associes (AAV), il s*agit de virus a ADN de 
taille relativement rMuite, qui s'integrent dans le genome des cellules qu'ils infectent. 
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de manidre stable et site-sp6cifique. lis sont capables d'infecter un large spectre de 
ceUules, sans induire d'effet sur la croissance, la moiphologie ou la diffefenciation 
cellulaires. Par ailleurs, ils ne semblent pas impliqu6s dans des pathologies cbez 
Itiomme. Le genome des AAV a ^ clon6, s6quenc6 et caract&ise. n comprend 
5 environ 4700 bases, etcontient a chaqueexte6mit6 tine legion r6^^ 

de 145 bases environ, servant d'origiiie de vlpUcation pour le virus. Le xeste du 
genome est divis6 en 2 r§gioiis essoitidUes portant les fonctions d'encapsidation : la 
partie gauche du g&K»ne, qui contient le ggoe r^ impliqu6 dans la i^lication vinle 
et l'exi»essiQn des ^nes viraux; la inrtie droite du genome, qui contient le gbne cap 
10 codant pour les proteinesdeciqisidedu virus. 

L'utilisation de vecteurs derives des AAV pour le transf ert de ggnes in vilto 
et in vivo a ete d^crite dans la literature (voir notanmient WO 91/18088; 
WO 93/09239; US 4.797.368. US5.139.941. EP 488 528). Ces demandes dficrivent 
diffoentes ccmstructions d&ivges des AAV. dans lesquelles les gdnes rep et/ou cap 

15 sont dM6t^ et remplacis par un g^ d'intgrgt, et leur utilisation pour transfte in 
vitro (sur cdlules en culture) ou in vivo (directement dans un cxganisme) ledit g^e 
d'int6ret Les AAV reccxnUnants dSfectife selon Tinvention peuvent gtre prSpar^ par 
co-transfection. dans un lignSe cellulaire infect<§e par un virus auxiliatre humain (par 
exemple un addnovinis), d^ plasmide ccmtenant la sequence codant pour 

20 I'inhiWteur des ETS borcte de deux regions rep6t^ inversSes (TTR) d'AAV. et d'un 
plasmide portant les g&ies d'encapsidatton (gdnes rep et cap) d'AAV. Les AAV 
recombinants pnxiuits sont ensuite purifi6s par des techiuques classiques. 

Ccmcemant les virus de llierpds et les retrovirus, la construction de vecteurs 
recombinants a 6t6 lai:^nent d6crite dans la Utt&rature : voir notanunent Breakfield 
25 et al.. New Biologist 3 (1991) 203 ; EP 453242. EP 178220. Bernstein et ai. Genet. 
Eng. 7 (1985) 235 ; McCormlck, BioTechnology 3 (1985) 689, etc. En particuUer. 
les retrovirus sont des virus intSgratife. infectant s61ectivement les cellules en 
division. lis constituent done des vecteurs d'int&igt pour des applications cancer. Le 
genome des r&trovirus omqirend essentiellement deux LTR, une sequence 
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d'encapsidation et trois r&gions codantes (gag. pol et env). Dans les vecteius 
lecombinants d6riv6s des retrovirus, les g^es gag, pol et env sont g^^ralement 
d616t6s, en tout ou en partie, et remplac^ par une sequence d*acide nuclSique 
h6t6rolo gue d'int6r6t. Ces vecteurs peuvent dtre realises a partir de diff erents types de 

5 rSbcovirus tels que ncrtamment ie MoMuLV ("murine moloney leukemia virus" ; 
enowe dSsigne MoMLV), le MSV ("murine moloney sarcoma virus"), le HaSV 
("harvey sarcoma virus") ; le SNV ("spleen necrosis virus") ; le RSV ("rous sarcoma 
virus") ou encoe le virus de Friend. 

Pour construire des retrovirus recombinants comportant une sequence 

10 tfinter€t, un plasmide comp(»tant notamment 1m LTR, la sequence d'encapsidation et 
ladite sequence d*int&^t est g6n6ralement constniit. puis utilise pour transfecter une 
lign6e cellulaire dite rfencapsidation, capable d'appprter en trans les fbnctions 
retiovirales dificientes dans le plasmide. G6n6ralement, les lignies d'encapsidation 
sont done capables tfexprimer les genes gag, pol et env. De telles lign^es 

15 tfencapsidation ont 6t6 decrites dans Tart anterieur, et notamment la lign6e PA317 
(US 4,861,719) ; la Ugnee PsiCRIP (WO 90/02806) et la lignee GP+envAm-12 
(WO 89/07150), Par ailleurs, les retrovirus recombinants peuvent comporter des 
modifications au niveau des LTR pour supprimer Tactivit^ transcriptionnelle, ainsi 
que des sequences d'encapsidation etendues, comportant me partie du gdne gag 

20 (Bender et al., J. Virol, 61 (1987) 1639). Les retrovirus recombinants produits sont 
ensuite purif i6s par des techniques classiques, 

Avantageusement, dans les vecteurs de Finventicn, la sequence codant pour 
le compose possedant des propri6tes antagonistes sur le caract^ oncogenique de 
Mdm2 est placee sous le controle de signaux permettant son expression dans les 

25 cellules tumorales. Prefereritiellement, il s'agit de signaux rfexpression heterologues, 
c'est-&-dire de signaux differents de ceux naturellement responsables de I'expression 
de rinhibiteur. II pent rfagir en particulier de s^uences responsables de Fexpression 
d'autres protfeines, ou de sequences synth6tiques. Notanunent, il peut s'agir de 
sequences promotrices de genes eucaryotes ou viraux. Par exemple, il peut s'agir de 

30 sequences promotrices issues du g&iome de la cellule que Ton desire infecter. De 
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meme, il peut s^agir de sequences pramotrices issues du g6nome d'trn virus, y 
compris du virus utilise. A cet 6gani» on citer par ei^mple les promoteurs El A, 
MLP, CMV» LTR-RSV, etc. En outre, ces sequences d'expression peuvent etre 
modifiSes par addition de sequences deactivation, de regulation, ou permettant une 
5 expression tissu-sp6cifique. II peut en effet 6tre particulidrraient int§ressant d'utiliser 
des signaux d'e^qxession actifs sp6cifiquement ou niajoritairement dans les cellules 
tumorales, de manidce k ce que la s&ji^ce d*ADN ne soit eaqirimee et ne produise 
son effet que lorsque le virus a eff ectivement inf ect§ une cellule tumorale. 

Dans un mode particulier de r§alisati(»i, Tinvention conceme un virus 
10 recombinant dSfectif coniprenant une sequence d*ADNc codant pour un compost 
poss6dant des propi6tes antagonistes sur le caractece oncogenique de Mdm2 sous le 
contrdle d'un promoteur viral* choisi de pr^Srence parmi le LTR-RSV et le 
ixomoteur CMV. 

Toujours dans im mode pr^&ng, Finvention conceme un virus recombinant 
15 defectif comprenant une sequence d'ADN codant pour un compost poss6dant des 
propri^tes antagonistes sur le caract&ne oncogenique de Mdm2 sous le oontrole d*un 
promoteur permettant une expression majcxitaire dans les cellules tumorales. 

Uesqxession est consideree comme majoritaire au sens de Tinvention 
l<xsque. m&ne si une expression r6siduelle est obs^rvSe dans d*autres types 
20 celltilaires, les niveaux d'expression sont superieurs dans les cellules tumorales. 

La pr§sente invention s'Stend 6galement k Tutilisation dune sequence nucl6ique 
codant pour des anticcxps intraceUulaires ou encore scFV, dirigSs contre le domaine 
1-134 de la sSquance de la prot6ine Mdm2 representee en SEQ ID N^l potir la 
fx^paration dune ccxnposition {diarmaceutique destinee de maniere generale au 
25 traitement du canca:. 

EUe conceme egalement toute compo^tion pharmaceutique comprenant un 
compose capable d*inhiber Tactivite oncogenique de la proteine Mdm2» ou une 
sequence d*acides nucieiques codant pour un tel compose. Selon un mode particulier 
de realisation de I'invention cette composition comprend un ou plusieurs virus 
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recombinants d6fectifs tels que decrits precedemment Ces compositions 
pharmaceutiques peuvent &tre fomiuiees en vue d^administrations par voie topique« 
orale, parent6rale, intranasale, intraveineuse, intramusculaiie* sous-cutan^, 
intraoculaire, transdemiique* etc. De pc&tiscence, les compositiQns pharmaceutiques 
5 de Tinvention ccmtiennent un vShicule phannaceutiquement acceptable pour une 
fcxmulation injectable, notamment pour une injection directe dans la tumeur du 
patient II peut s'agir en particulia: de solutions stSriles, isotcmiques, ou de 
compc^tions sdches, notamment lyophilisSes, qui, par addition selon le cas d'eau 
$t&ilis6e ou de s6rum physiologique, pomettent la constitution de solutes 
10 injectables. L'lnjection directe dans la tumeur du patient est avantageuse car elle 
permet de concatitrer Teffet ttiSrapeutique au niveau des tissus affect^. 

Les doses de virus recombinant ddf ectif utilisees pour Tinjection peuvent 
etre adapts en fonction de diff6rmts paramdlres. et notamment en fonction du 
vecteur viral, du mode d*administration utilise, de la pathologie concem6e ou encore 

15 de la duite du txaitement redietchee. DHme maniSre gen&rale, les adenovirus 
recombinants selon I'invention sont formulas et administr6s sous tome de doses 
comprises entre lO^ et 10l4 pfu/ml, et de pref&enoe 10^ i lOl® pfii/ml. Le terme 
pfu ("plaque forming unit") connespond au pouvoir infectieux d'une solution de virus, 
et est d6temiin6 par infection d'une culture cellulaire approprite, et mesure, 

20 generalement apres 48 heures, du nombre de plages de cellules infect6es. Les 
techniques de determination du titre pfu d'une solution virale sont bien document6es 
dans la litterature. Concemant les retrovirus, les compositions selon I'invention 
peuvent comporter directement les cellules productriCes, en vue de leur implantation. 

Les compositions pharmaceutiques selon I'invention sont particulidrement 
25 avantageuses pour neutraliser TactivitS oncogenique des prot^ines M dm2 et de ce fait 
pour moduler la proliferation de certains types cellulaires. 

En particulier, ces compositions pharmaceutiques sont appropriees au 
traitement de cancm possSdant un p53 nul comme par exemple les cancers suivants: 
les adgnocarcinomes du colon, les cancers de la ttiyroi'de, les cardnomes du poumon. 
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les leucemies myelcndes, les cancers colorectaux, les cancers du sein, les cancers du 
poumon, les cancws gastriques, les cancers de Toesophage, les lympJiomes B, les 
cancers ovariens, les cancers de la vessie. les glioblastomes, etc. 

La prgsente invention est avanta^usement tdilisSe in vivo pour la 
5 destruction de cellules en hypeiproiiferation (i.e, en prolif&ation anonnale). Eaie est 
ainsi ^licable h la destruction des cellules tumorales ou des cellules de muscle lisse 
de la paroi vasculaire Onestenose). 

D*autres avantages de la presente invention apparaitront i la lecture des 
exemples et figures qui suivent, qui doivent Store considerfes comme iUustratif s et non 
10 limitatifs. 

Figurel: Representaticm des prot6ines Mdm.2 de A 4 R 

Hgure 2 : Graphe de la transf ection de cellides Saos- 2 avec des plasmides 

exprimant diverses prot6ines Mdm-2 

Figures: Representation sch6matique de Finhihition des pixspri^ 

15 transfaniantesdeMdni2parditf6rentsp53. 

Figure4 : E^etd*unesure3q)ressionMdni2surle cycle cellulaiie. 

Figures : Effet dune surexpression Mdm2 sur le cycle cellulaiie* 

Techniques generates biologje moleculaire 

Les m^thodes dassiqufflient uttlisees en biologie moleculaire telles que les 
20 extoractions preparatives d'ADN plasmidique, la centrifugation d' ADN plasmidique en 
gradient de chlorure de cesium, relectrophOTese sur gels d*agarose ou daarylamide, la 
purification de fragments d'ADN par electroelution, les extraction de proteines au 
phenol ou au ph6nol-chlorofonne, la pr&cipitation tf ADN en milieu salin par de 
Tethanol ou de risopx)panol, la transformation dans Escherichia coli, etc sont Wen 
25 connues de Thomme de metier et sont abondament decrites dans la litterature 
[Maniatis T. et aL, "Molecular Cloning, a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor 
Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y„ 1982; Ausubel F.M, et aL (eds), "Current 
Protocols in Molecular Biology", John Wiley & Sons, New York, 1987]. 
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Pour les ligatures, les fragments d'ADN peuvent etre separes selon leur taille 
par 61ectrophor^ en gels d' agarose ou d'acrylamide, extraits au fhitnol ou par un 
melange ph§nol/chloiofonne, precipit6s k T^thanol puis incub6s en presence de TADN 
ligase du phage T4 (Biolabs) selon les reoommandations du f oumisseur. 
5 Le remplissage des extrgmites 5* pro6nimentes peut Stre effectu6 par le 

fragment de Klenow de I'ADN Potymerase I d'E. coli CBiolabs) selon les 
sp6cifications du foumisseur. La destruction des extremites 3' pco6nunentes est 
e£fectu6e en pi6senoe de r ADN Pol]mtierase du phage T4 (Biolabs) utilisee selon les 
lecommandations du fabricant La destruction des extr&mit6s 5' pro6minffltes est 
10 effectu6e par un traitement m6mg& par la nuclease SI. 

La mutag^ndse dirigte in vitro par oligodeoxymideotides synth6tiques peut 
€tre effectute selon la m6lhode d6velopp6e par Taylor et aL [Nucleic Acids Res. 12 
(1985) 8749-8764] en utilisant le kit distribu6 par Amersham. 

Lamplificadon enzymatique de fragments d* ADN par la technique dite de PGR 
15 [Polym&rase-catalyzed Chain £eaction, Saild R.IC et al.. Science 22Q (1985) 1350- 
1354; MuUis ICB. et Faloona F.A., Meth. Enzym. 1^ (1987) 335-350] peut etre 
effectu^ en utilisant un ^DNA thermal cyder*" (Peildn Ehner Cetus) selon les 
specifications du fabricant Lamplification dADN genomique est r^alisee plus 
particulidrement dans les conditions suivantes : 5 minutes a lOO^'C, 30 cycles d*une 
20 minute a 95**C. 2 minutes it 58**C puis 3 minutes k 72?C au moyen de sondes 
appx>priees. Les produits d*amplification sont analyses par electrophcHrese sur geL 

La verification des sequences nucl^otidiques peut Stre effectuee par la 
mfefliode developpee par Sanger et aL [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74 (1977) 5463- 
5467] en utilisant le kit distribu6 par Amersham. 

25 Materiels et Mfethodcs ; 

LConstnictjonutilisees : 

- le plasmide pBKCMV est commercialisSe par Stratagene et contient le 
gine de resistance k la ntomydne. 
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- les plasmides pC53ClN3 et p53-4^. N3 oodant lespectivement pour p53 
sauvage et pour p53 R273H pioviemieiit de A. Levine (Hinds et al... CeU Growth 
and Diff. (1990). 1,571). 

- le plasmide pBK^jSS (R273H) contient le miniggne humain p53. fl a 6te 
5 obtenu k partir de pC53-4.2. N3. 

- le plasmide pBKMdm2 a 6te obtenu par clonage dans pBKCMV dHme 
cassette codante consistant en la region non traduite de Texti^tS de la sequence 
codam pour la p globine suivie de la sequence oodant pour mdma. 

- le plasmide pGKhygro exprime le ggne de resistance k I'hygromycine 
10 (Nature (1990) 348, 649-651). 

- le plasmide pCMVNeoBam permettant I'exptession du gdne de resistance 
4 la neomydne (Hinds etal. (1990) CeU. Growth and Diff.. 1. 571-580). 

-.les plasmides pCMVpl07 et pCMVCD20 pennettant I'expression de la 
proteine pl07 et du marqueur de surface CD20 (Zhu etal. (1993) Genes and 
15 Development. 7, 1111-1125). 

- les . plasmides pCMVE2F-4 et pCMVE2F-5 permettant I'expression des 
prot6ines E2F-4 et E2F-5 (Sardet etal. (1995) Proc. Natl. Acad. Sc.. 92. 2403-2407). 

- les plasmides pLexA. pLexA(6-41). pLexA(16-25) permettant Texpression 
du domaine de fixation a 1' ADN de LexA (aa 1 i 87) Ubte ou fusionn6 en phase avec 

20 p53(6-41) ou p53 (16-25). pLexA(6-41) et pLexA(16-25) ont obtenus k partir du 
plasmide pLexApolyll construit au LGME (Strasbourg). 

- les plasmides d'expcession eucaryote de pl07 : pl07(385-1068). pl07(l- 
781) et pl07(781-1068) (Zhu ^ al., EMBO J, 14 (1995) 1904), 

- le plasmide pSGKlHApl07 permet I'expression in vitro et in vivo de 
25 pl07. pl07 est dans le contexte d'une sequence Kozak et I'^pitope HA est exprim6 en 

fusion h I'extremite C-terminale de pl07; 
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- les plasmides pBC-MDM2 et pBC-MDM2(l*134) ont ete obtenus par 
clonage de MDM2 et MDM2(1-134) dans pBC (Chatton et al., Biotechniques 18 
(1995) 142). 

- les plasmides pGex-MDM2 et pGex-MDM2(l-177) ont €t& obtenus par 
5 clonage de MDM2 et MDM2(1-177) dans pGex. 

^expression de p53 est determin^e par Western Blotting sur Textrait oellulaize 
entier a Taide d'un anticcnps monoclonal DOl. 

L'expression de TAR^foi codant pour la proteine Mdm2 est estimte par RT- 
10 PGR semi-quantitative. 

L'absence de contamination de T ADN est vSrifite par PGR. 

EMmple 1 ! Mise en Evidence des propriet^s transformantes de mdm2> 

Des cellules Saos-2 sont transfectees avec soit un plasmide pBKMDM2, un 
plasmide temoin pBKp53 (R273H) ou un plasmide t^moin en p53 negatif pBKCMV, 
15 puis s61ectionn^ pour la resistance k la Genetidne 418(G418). 

Dans tm premier essai, des clones sont selectionn^s individueUement et 
propage alors que dans les 2 atxtres essais» les clones non isoles sont mis en culture 
dans un milieu agar soft 

Pour oela, 10^ celltdes sont ensemenc6es en duplicata dans 0»375 % de soft 
20 agar. Aprte 24 hetires, on d&termine le ncnnbre total de colonies avec plus de 50 
celllules ainsi que le nombre de cellules par colonic (taille des colonies). Chaque 
valeur donnee correspond k une moyenne de quatre expmences realisees en double. 
Les resultats obtenus sont ptifesentes en tableau I. Les clones dans Tessai n**l 
correspondants a mdm2 sont identifies sous Ml a M6, ceux de p53 (R273H) sous 
25 p53-l a p53-6 et ceux du temoin sous Col a Co5) . 

Comme attendu. Col et Co4 n'expriment pas le mdm2 transfect6 et Co 1-3 la 
proteine p53. 
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CROISSANCE 
SUR MILIEU 
SOFT AGAR 
COLONIES 
(TAILLE) 


EXPRESSION 










N4DM2 


P53 


EXPERIENCE 
1 

(dcMies iscdes) 


MDM2 


Ml 
M2 
M3 
M4 

M5 
M6 


634 (100-600) 
594 (100-600) 
460 (100-600) 
310 (50-500) 
57 (50-200) 
23 (50) 


J + 
1 ++ 
1 + 

1 ''''' 
j + 


ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 






Col 
Co2 

Co4 
Co5 


97 (50-200) 
68 (50-200) 

11 (50) 
4(50) 


ND 

1 ND 

ND 


ND 
ND 




p53R 
(273)H 


p53-l 
p53-2 
p53-3 
p53_4 

p53-5 
p53-6 


190 (50-600) 
137 (50-300) 
88 (50-200) 

47 (50-200) 
38(50-100) 


ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 


++-»- 
1 1 1 1 

+++ 
++ 
+ 




MDM2 


M-Pl 


395 (100-1000) 


++ 


ND 


EXPERIENCE 
2 


Contr^e 


a>-pi 

Co-P2 


21 (50-200) 
18 (50-200) 


ND 
ND 


ND 
ND 




MDM2 


M-Pl 
M-P2 


255 (50-300) 
220 (50-300) 


ND 
ND 


ND 
ND 


EXPERIENCE 
3 


Gontrffle 


CoPl 
Co-P2 
Co-P3 
Co-P4 


110 (50-200) 
110 (50-200) 
100 (50-200) 
75 (50-200) 


ND 
ND 
ND 
ND 


ND 
ND 
ND 
ND 



TABLEAUX 



I 
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E^gmple 2! La ffegion N-term inale de Mdm>2 (1-134> seq ID N^l est nfeoessaire et 
?f11^?>P^t? f^mV^^ ^ ^mpsMtice en agar snH des cellules Sans>2, 

Des oelhiles Saos-2 sont transf ect6es avec soit des plasmides pBKCMV qui 
expnment i la f ots la iigsistafloe neo et les pioteines iiidin-2 de A ft F decrites dans la 
5 fi^jie 1 , s<»t im plasmide t^moin pBKCMV vide, puis s^ectiQnntes pour la rgsistance 
ft la G418. Les cellules survivantes sont regroupees, amplifiees puis test6es pour la 
formation de colonies en agar soft* Les resultats de la figure 2 sont e?q3rimes &i 
nombre de clones formes en agar soft relatif a celui avec mdm-2 enti^ (A). Ces 
r6sultats sont issus de deux e>q)eriences representatives de transfection independantes 
10 dans lesquelles entre 3 et 7 pools de cellules diffa«its ont ete testes, suivant la 
c(»stniction. Us montrent clairement que le domaine N-traninal de mdm-2 possdde 
des propriet§s oncogeniques. La construction la plus efScace correspond ft la proteine 
entidre. 

Exemple 3: Rfeversion des proprifetfes oncogeniques de Mdm>2 par la p53 sauvage. 
15 des mutants de p53 et des fragments de p53. 

Un lot de cellules Saos-2 transf<»m£es par Mdm-2 est GO-transfect6 avec le 
plasmide pGKhygro et soit pC53ClN3 (p53) pC53.4.2N3 p53(R(273)H. p53 (1-52), 
pLexA(6-41), pLexA(16-25), pLexA, p53(L14Qja9S). p53(L22Q,W23S). soit 
pCMVNeoBam, puis selectionn6es pour la r&sistance ft lliygcomycme en presence de 

20 G418. 10 0000 cellules provenant de 3 ft 5 pools indSpendants de cellules resistantes 
sont ensemencees en duplicate en agar soft (0,375 %). Apr^ 25 jours de culture, les 
colonies contenant au mokis 50 cellules sont comptSes* La figure 3 pr&sente les 
r6sultats d*une experience rqsrSsentative et donne une tepr6sentation schSmatique des 
diffarentes p53 test^es pour inhiber les proprietes transformantes de Mdm-2. n ressort 

25 de cette exp&ience que seules les constructions pwmettant Texpiession de prot6ines 
capables de se liar § la proteine mdm-2, en Toccurence p53, p53 R273H, p53(l-52), 
LexA(6-41), LexA(16-25) inhibent les proprietes oncogeniques de Mdm-2. En 
revanche, les double mutants dont il est demontre qu'Us ont perdu la capacite de 
liaison ft mdm-2 (Un et al.. Gene Dev„ 1994, 8, 1235-1246) n'ont pas tfeffet 
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inhibiteur. Le fait que le mutant p53(14-19) qui a conserve les ptopri^tfe 
Iransactivatrices de la p53 sauvQge n'inhibe pas la transfonnatiQn par Mdm-2 
oonfinnent que les propri6l6s oncog6niques de Mdm-2 sont indSpendanles de 
rinhibition par Mdm-2 des propriety transactivatrioes de p53. 

5 E^CTipIg 4; Mdm-2 inhibe le blocage en Gl du cvcte r e Uulaire mduit oar pi 07 dans 
les cellules; 5;«n«-?. 

Des cellules Saos-2 sont oo-transfectges avec trois types de piasmides, (i) un 
plasmide pour l'expressi<m de CD-20 (pCMVCX>20. 2 Hg. codant pour le marqueur de 
surface oeUulaire CD-20). (ii) un plasmide (9 fjg) dejqwession de type CMV 

10 (promoteur du cytOTiegalovirus) sans sequence codante ou codant pour Mdm-2 
(PBKCMVMdm2), pour le domaine 1-134 de Mdm-2 (PBKCMVMdm2(l-134)), 
E2F-4 ou E2F-5 (pCMVE2F-4. pCMVE2F-5), et (iii) un vecteur d'expression de 
pl07 (pCMVplO?, 9 Jig). Les cellules sont ensuite traitees pour I'analyse par 
FACScan comme d^crit par Zhu et al.. Gene Dev.. 1993, 7. 1111-1125). Les i^tats 

15 d'une esqj&ience repr§sentative sont representees dans la figure 4. D demontre 
dairement que en I'absence de pl07 surexprime. I'expression de Mdm-2 ou de soa 
domaine 1-134 n'ont pas d'effet sur le cycle oellulaire. En revanche, I'expression de 
Mdm-2 et, avec une efficacit6, son domaine 1-134 sont capables de lever l'an6t du 
cycle ceUulaire en Gl induit par pl07. Get exemple d^ontre dairement que Mdm-2 

20 n'est pas qu'un inhibiteur de I'activite transactivatrice de p53, mais aussi un r6gulateur 
positif du cycle cellulaire a5>able d'inhiber des f acteurs inq}liqu§s dans le controle de 
celui-ci. 

Dans une ^cperienoe similaire, des cellules Saos-2 sont co-transfectees avec 
1 iig de pl07(385-1068). 8 pig de pCMVNeoBam, Ijig de pXJMDM2. 8 jig de 
25 pXJ41 et 2 ng de pCMVCD20. Les r6sultats d'une ejqa&ienoe repi^sentative sont 
indiques sur la figure 5. Ds montrent que I'expression de MDM2 peut lever le blocage 
en Gl induit par pl07 et par le mutant de d616tion pl07(385-1068) qui est capable 
d'interagir avec MDM2. 
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Excmple 5: MDM2 interapit in vitro et in vivo avec pl07 

Get exemple dfimontre une interaction plQ^que entre MDM2 et pl07, in 
vitro oomme in vivo. Ces rgsultats sont oorrglSs avec Tactivile de MDM2 au niveau du 
cycle cellulaire (exranple 4). 

5 5.1. vitro 

pl07 marqii6 au S35 in vitro est mis en contact avec de la fxot^ine GST-MDM2 
(vecteur pGex- MPM2) ou GST- MDM2(1-177) (vecteur pGex- MDM2(1-177)) 
immohilisee surdes failles ghitalhione s§pharose. P107 lide & MDM2 est revel6e aprgs 
gel de polyaoylamide par autoradiographic. Les r§sultats obtentis sont ix€sent6s dans 
10 le Tableau n ci-aprds. 

5.2. In vivo 

Des cellules Cos sont cotransfec(6es avec un plasmide pBC- MDM2 ou pBC- 
MDM2(1-134) qui e7q)riment une frotfiine de fusion GST- MDM2 ou GST- 
MDM2(1-134), avec un plasmide d*e3^)ression de pl07 ou d'un mutant de pl07. Les 
15 complexes de proteines GST- MDM2-pl07 pcov&vmt des extraits oellulaiies totaux 
sont isoles sur des billes glutathione sepharose et les prot6ines pl07 sont rev616es par 
Western blot avec tm anticarps polyclcmal anti-pl07 (Santa Cruz pl07-C18). Les 
resultats obtenus sont piesentes dans le Tableau n ci-apres. 





pl07 


pl07(385-1068) 


pl07(l-781) 


pl07(385-1068) 


In Vivo 










GST- MDM2 


+ 


+ 


+ 


+ 


GST- MDM2(1-134) 


+ 


nd 


nd 


nd 


In Vitro 










GST- MDM2 


+ 


nd 


nd 


nd 


GST- MDM2(1-177) 


+ 


nd 


nd 


nd 
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Les fiesultats demcmtrent qu'fl y a une interaction proteine-prot6ine entte 
MDM2 et pl07 in vitro, mais aussi dans la ceUtile. La region de MDM2 n6oessaire 
pour la transformation oellulaire (1-134) est la region qui intecqgit avec pl07. Cette 
legion a ^t6 localisde oomme dtant situde plus pc§cis6ment dans une partie du "pocket 
5 domain", region "A" et le "spacer". 
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LISTE D£ SEQUENCES 

(1) INFOKMATIONS GENERALES: 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: RHONE POULENC RORER S.A. 

(B) RUE: 20, Avenue Raymond Aron 

(C) VILLE: ANTONY 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 92165 

(G) TELEPHONE: 40.91.69.22 

(H) TELECOPIE: (1) 40.91.72.96 

(ii) DEPOSANT: 

(A) NOM: INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA RECHERCHE 
MEDICALE (INSERM) 

(B) RUE: 101^ Rue de Tolbiac 

(C) VILLE: PARIS Cedex 13 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL:75654 

(G) TELEPHONE: 44.23.60.61. 

(H) TELECOPIE: 45.85.68.56. 

(±i) TITRE DE L' INVENTION: ANTAGONISTES DE L'ACTIVITE 
25 ONCOGENIQU.E DE LA PROTEINE MDM2 ET LEUR UTILISATION DANS LE 
TRAITEMENT DES CANCERS 

(ill) NOMBRE DE SEQUENCES: 2 

30 (Iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Tape 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS /MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentin Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 

35 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 



10 



15 



20 
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(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1476 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) MOMBRE DE BRINS: sijopls 

(D) CONFIGURATION: liniaire 



5 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
10 (iv) ANTI-SENS: NON 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 1. .1476 

15 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

ATG TGC AAT ACC AAC ATG TCT GTA CCT ACT GAT GGT GCT GTA ACC ACC 
Met cys Asn Thr Asn Met Ser Val Pro Thr Asp Gly Ala Val Thr Thr 
20 1 c 

^ 10 15 

TCA CAG ATT CCA GCT TCG GAA CAA GAG ACC CTG GTT AGA CCA AAG CCA 96 
ser Gin He Pro Ala Ser Glu Gin Glu Thr Leu Val Arg Pro Lys Pro 
^° 25 30 

TTG CTT TTG AAG TTA TTA AAG TCT GTT GGT GCA CAA AAA GAC ACT TAT 144 
Leu Leu Leu Lys Leu Leu Lys Ser Val Gly Ala Gin Lys Asp Thr Tyr 



25 



48 



35 40 



45 
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ACT ATG AAA GAG GTT CTT TTT TAT CTT GGC CAG TAT ATT ATG ACT AAA 192 
Thr Met Lys Glu Val Leu Phe Tyr Leu Gly Gin Tyr lie Met Thr Lys 
50 55 60 

5 CGA TTA TAT GAT GAG AAG CAA CAA CAT ATT GTA TAT T6T TCA AAT GAT 240 
Arg Leu Tyr Asp Glu Lys Gin Gin His lie Val Tyr Cys Ser Asn Asp 
65 70 75 80 

CTT CTA GGA GAT TTG TTT GGC GTG CCA AGC TTC TCT GTG AAA GAG CAC 288 
10 Leu Leu Gly Asp Leu Phe Gly Val Pro Ser Phe Ser Val Lys Glu His 

85 90 95 

AGG AAA ATA TAT ACC ATG ATC TAC AGG AAC TTG GTA GTA GTC AAT CAG 336 
Arg Lys lie Tyr Thr Met lie Tyr Arg Asn Leu Val Val Val Asn Gin 
15 100 105 110 

CAG GAA TCA TCG GAC TCA G6T ACA TCT GTG AGT GAG AAC AGG TGT CAC 384 
Gin Glu Ser Ser Asp Ser Gly Thr Ser Val Ser Glu Asn Arg Cys His 
115 120 125 

20 

CTT GAA GGT GGG AGT GAT CAA AAG GAC CTT GTA CAA GAG CTT CAG GAA 432 
Leu Glu Gly Gly Ser Asp Gin Lys Asp Leu Val Gin Glu Leu Gin Glu 
130 135 140 

25 GAG AAA CCT TCA TCT TCA CAT TTG GTT TCT AGA CCA TCT ACC TCA TCT 480 
Glu Lys Pro Ser Ser Ser His Leu Val Ser Arg Pro Ser Thr Ser Ser 
145 150 155 160 

AGA AGG AGA GCA ATT AGT GAG ACA GAA GAA AAT TCA GAT GAA TTA TCT 528 
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Arg Arg Arg Ala lie Ser Glu Thr Glu Glu Asn Ser Asp Glu Leu Ser 
165 

GGT GAA CGA CAA A6A AAA CGC CAC AAA TCT GAT AGT ATT TCC CTT TCC 576 
5 Gly Glu Arg Gin Arg Lys Arg His Lys Ser Asp Ser He Ser Leu Ser 



10 



15 



20 



25 



180 185 



190 



TTT GAT GAA AGC CT6 GCT CTG TGT GTA ATA AGG GAG ATA TGT TGT GAA 
Phe Asp Glu ser Leu Ala Leu Cys Val He Arg Glu He Cys Cys Glu 

205 



195 200 



AGA AGG AGT AGC AGT GAA TCT ACA G6G ACG CCA TCG AAT CCG GAT CTT 
Arg ser Ser Ser Ser Glu Ser Thr Gly Thr Pro Ser Asn Pro Asp 



Leu 



210 o-ii; 

215 220 



GAT GCT GGT GTA AGT GAA CAT TCA GGT GAT TGG TTG GAT CAG GAT TCA 
Asp Ala Gly Val Ser Glu His Ser Gly Asp Trp Leu Asp Gin Asp Ser 
^" "° 235 

GTT TCA GAT CAG TTT AGT GTA GAA TTT GAA GTT GAA TCT CTC GAC TCA 
val ser Asp Gin Phe Ser Val Glu Phe Glu Val Glu Ser Leu Asp Ser 
245 250 255 

GAA GAT TAT AGC CTT AGT GAA GAA GGA CAA GAA CTC TCA GAT GAA GAT 
Glu Asp Tyr Ser Leu Ser Glu Glu Gly Gin Glu Leu Ser Asp Glu Asp 
260 265 270 

GAT GAG GTA TAT CAA GTT ACT GTG TAT CAG GCA GGG GAG AGT GAT ACA 
Asp Glu Val Tyr Gin Val Thr Val Tyr Gin Ala Gly Glu Ser Asp Thr 



624 



672 



720 



768 



816 



864 
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275 280 

GAT TCA TTT GAA GAA GAT CCT GAA ATT 
Asp Ser Phe Glu Glu Asp Pro Glu lie 
S 290 295 

TGC ACT TCA TGC AAT GAA ATG AAT CCC 
. Cys Thr Ser Cys Asn Glu Met: Asn Pro 
305 310 

0 

AGA TGT TGG GCC CTT CGT GAG AAT TGG 
Arg Cys Trp Ala Leu Arg Glu Asn Trp 
325 



285 

TCC TTA GCT GAC TAT TGG AAA 912 
Ser Leu Ala Asp Tyr Trp Lys 
300 

CCC CTT CCA TCA CAT TGC AAC 960 
Pro Leu Pro Ser His Cys Asn 
315 320 

CTT CCT GAA GAT AAA GGG AAA 1008 
Leu Pro Glu Asp Lys Gly Lys 
330 335 



15 GAT AAA GGG GAA ATC TCT GAG AAA GCC AAA CTG GAA AAC TCA ACA CAA 1056 
Asp Lys Gly Glu lie Ser Glu Lys Ala Lys Leu Glu Asn Ser Thr Gin 
340 345 350 

GCT GAA GAG GGC TTT GAT GTT CCT GAT TGT AAA AAA ACT ATA GTG AAT 1104 
20 Ala Glu' Glu Gly Phe Asp Val Pro Asp Cys Lys Lys Thr lie Val Asn 
355 360 365 

GAT TCC AGA GAG TCA TGT GTT GAG GAA AAT GAT GAT AAA ATT ACA CAA 1152 
Asp Ser Arg Glu Ser Cys Val Glu Glu Asn Asp Asp Lys lie Thr Gin 
25 370 375 380 



GCT 
Ala 
385 



TCA CAA TCA CAA GAA AGT GAA GAC TAT 
Ser Gin Ser Gin Glu Ser Glu Asp Tyr 
390 



TCT CAG CCA TCA ACT TCT 
Ser Gin Pro Ser Thr Ser 
395 400 



1200 
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10 



15 



AGT AGC ATT ATT TAT AGC AGC CAA GAA GAT GTG AAA GAG TTT GAA AGG 
Ser ser He He Tyr Ser Ser Gin Glu Asp Val Lys Glu Phe Glu Arg 



1248 



415 



25 



GAA GAA ACC CAA GAC AAA GAA GAG AGT GTG GAA TCT AGT TTG CCC CTT 
Glu Glu Thr Gin Asp .ys Glu Glu Ser Val Glu Ser Ser Leu Pro Leu 



1296 



AAT GCC A^ GAA CCT TOT CTO ATT TGT CAA GGT CGA CCT AAA AAT GGT X344 
Asn Ala He Glu Pro Cys Val He Cys Gin Gly Arg Pro Lys Asn Gly 



TGC ATT GTC CAT OOC AAA ACA GGA CAT CTT ATG GCC TGC TTT ACA TGT 1392 
cys He val His Gly Lys Thr Gly His Leu Met Ala Cys Phe Thr Cys 



450 

460 



GCA AAG AAG CTA AAG AAA AGG AAT AAG CCC TGC CCA GTA TGT AGA CAA 1440 
Ala Lys Lys Leu Lys Lys Arg Asn Lys Pro Cys Pro Val Cys Arg Gin 
20 4:65 



^■^0 475 



480 



CCA ATT CAA ATG ATT GTG CTA ACT TAT TTC CCC TAG 
Pro He Gin Met He Val Leu Thr Tyr Phe Pro * 
485 



(3) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2; 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 



1476 
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(A) LONGUEUR: 1182 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: sinqc>le 

(D) CONFIGURATION: lin6aire 

5 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iv) ANTI-SENS: NON 

10 (ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 1. .1182 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: ?: 

15 

ATG GAG GAG CCG CAG TCA GAT CCT AGC GTC GAG CCC CCT CTG AGT CAG 48 
Met Glu Glu Pro Gin Ser Asp Pro Ser Val Glu Pro Pro Leu Ser Gin 
15 10 15 



20 GAA ACA TTT TCA GAC CTA TGG T^AA CTA CTT CCT GAA AAC AAC GTT CTG 96 
Glu Thr Phe Ser Asp Leu Trp Lys Leu Leu Pro Glu Asn Asn Val Leu 
20 25 30 

TCC CCC TTG CCG TCC CAA GCA ATG GAT GAT TTG ATG CTG TCC CCG GAC 144 
25 Ser Pro Leu Pro Ser Gin Ala Met Asp Asp Leu Met Leu Ser Pro Asp 
35 40 45 

GAT ATT GAA CAA TGG TTC ACT GAA GAC CCA GGT CCA GAT GAA GCT CCC 192 
Asp lie Glu Gin Trp Phe Thr Glu Asp Pro Gly Pro Asp Glu Ala Pro 
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60 



AGA ATG CCA GAO GCT GCT CCC CCC GTG GCp CCT GCA CCA GCA GCT COT 
Arg Met Pro Glu Ala Ala Pro Pro Val Ala Pro Ala Pro Ala Ala Pro 

80 

ACA CCG GCG GCC CCT GCA CCA GCC CCC TCC TGG CCC CTG TCA TCT TCT 
Thr Pro Ala Ala Pro Ala Pro Ala Pro Ser Trp Pro Leu Ser Ser Ser 



10 



15 



90 



95 



GTC CCT TCC CAO AAA ACC TAC CAG GGC AGC TAC GGT ^C CGT CTG GGC 
Val Pro ser Gin Lys Thr Tyr Gin Gly Ser Tyr Gly Phe Arg Leu Gly 



105 



110 



125 

GCC CTC AAC AAG ATG TTT TGC CAA CTG GCC AAG ACC TGC CCT GTG CAG 
20: Ala Leu Asn Lys Met Phe Cys Gin Leu Ala Lys Thr Cys Pro Val Gin 

25 145 



150 



155 



160 



Ala lie Tyr Lys Gin Ser Gin His Met Thr Glu Val Val Arg Arg Cys 



240 



165 



170 



175 



288 



336 



384 



432 



480 



528 
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CCC CAC CAT GAG CGC TGC TCA GAT AGC GAT GGT CTG GCC CCT CCT CAG 576 

Pro His His Glu Arg Cys Ser Asp Ser Asp Gly Leu Ala Pro Pro Gin 
180 185 190 

5 

CAT CTT ATC CGA GTG GAA GGA AAT TTG CGT GTG GAG TAT TTG GAT GAC 624 

His Leu lie Arg Val Glu Gly Asn Leu Arg Val Glu Tyr Leu Asp Asp 
195 200 205 

10 AGA AAC ACT TTT CGA CAT AGT GTG GTG GTG CCC TAT GAG CCG CCT GAG 672 
Arg Asn Thr Phe Arg His Ser Val Val Val Pro Tyr Glu Pro Pro Glu 
210 215 220 

GTT GGC TCT GAC TGT ACC ACC ATC CAC TAC AAC TAC ATG TGT MiC AGT 720 
15 Val Gly Ser Asp Cys Thr Thr lie His Tyr Asn Tyr Met Cys Asn Ser 
225 230 235 240 

TCC TGC ATG GGC GGC ATG AAC CGG AGG CCC ATC CTC ACC ATC ATC ACA 768 
Ser Cys Met Gly Gly Met Asn Arg Arg Pro lie Leu Thr lie He Thr 
20 245 250 255 

CTG GAA GAC TCC AGT GGT AAT CTA CTG GGA CGG AAC AGC TTT GAG GTG 816 
Leu Glu Asp Ser Ser Gly Asn Leu Leu Gly Arg Asn Ser Phe Glu Val 
260 265 270 



25 



CGT GTT TGT GCC TGT CCT GGG AGA GAC CGG CGC ACA GAG GAA GAG AAT 864 
Arg Val Cys Ala Cys Pro Gly Arg Asp Arg Arg Thr Glu Glu Glu Asn 
275 280 285 
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CTC CGC AAG AAA GGG GAG CCT CAC CAC GAG CTG CCC CCA GGG AGO ACT 912 
Leu Arg Lys Lys Gly Glu Pro His His Glu Leu Pro Pro Gly Ser Thr 
"° 295 

5 AAG CGA GCA CTG CCC AAC AAC ACC AGC TCC TCT CCC CAG CCA AAG AAG 960 

Lys Arg Ala Leu Pro Asn Asn Thr Ser Ser Ser Pro Gin Pro Lys Lys 

^ntL 



315 



320 



AAA CCA CTG GAT GGA GAA TAT TTC ACC CTT CAG ATC CGT GGG CGT GAG 
10 Lys Pro Leu Asp Gly Glu Tyr Phe Thr Leu Gin lie Arg Gly Arg Glu 



1008 



325 



15 



CGC TTC GAG ATG TTC CGA GAG CTG AAT GAG GCC TTG GAA CTC AAG GAT 1056 
Arg Phe Glu Met Phe Arg Glu Leu Asn Glu Ala Leu Glu Leu Lys Asp 



340 345 



350 



GCC CAG GCT GGG AAG GAG CCA GGG GGG AGC AGG GCT CAC TCC AGC CAC 
Ala Gin Ala Gly Lys Glu Pro Gly Gly Ser Arg Ala His Ser Ser His 



1104 



355 360 



20 



365 



CTG AAG TCC AAA AAG GGT CAG TCT ACC TCC CGC CAT AAA AAA CTC ATG 
Leu Lys Ser Lys. Lys Gly Gin Ser Thr Ser Arg His Lys Lys Leu Met 



1152 



370 07c 

-^'^ 380 



25 TTC AAG ACA GAA GGG CCT GAC TCA GAC TGA 
Phe Lys Thr Glu Gly Pro Asp Ser Asp * 
385 



1182 
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REVENDICATIQNS 

1. Utilisation d^tin compos6 capable d'antagonisv au moins paitiellCTfieiit 
Tactivite oncog^nique de la pioteine Mdni2 pour la preparation d*une ccrniposition 
pharmaceutique destinee au tcaitement des cancers k contexte p53 nul. 

5 2. Utilisation selon la levendication 1 d*un compost capable de se lier au 

niveau du domaine 1-134 de la sequence de la proteine Mdm2 iepr§sent6e en SEQ ED 
N**l. 

3. Utilisation selon Vune des levendications 1 ou 2 caracteris6 en ce que 
compose est un scFV dirige contre le domaine 1-134 de ladite proteine Mdm2. 

10 4. Utilisation selon IHine des revendications 1 ou 2 caract^rise en ce que le 

compose est refvesente en tout ou partie par un des peptides 1-52, 1-41, 6-41, 16-25, 
18-23 de la s6quence representee en SEQ ID N^2 ou de leurs derives. 

5. Utilisation selon la revendication 1 un compose capable de se lier k un 
domaine voisin du domaine 1-134 represente en SEQ ID N"" 1 de la proteine Mdm2 et 

15 . aff ectant de part cette liaison Tactivite oncog^nique de ladite proteine* 

6. Utilisation selon la revendication 1 ou 5 caracterise en ce que le compose 
interagit avec le domaine C terminal de la proteine Mdm2. 

7. Utilisation selon la revendication 1, 5 ou 6 caract^e en ce qu*il s*agit d*un 
facteurtranscripticHmelchoisipanni TFII,TBPetTAF250. 

20 8. Utilisation selon la revendication 1 ou 5 caracterise en ce que le compose 

interagit avec le domaine 135-491 de la proteine Mdm2. 

9. Utilisation selon la revendication 1, 5 ou 8 caracterise en ce qu'U s'agit en 
tout ou partie d'une proteine dioisie parmi les proteines Rb, L5 et le facteur 
transcripticmiel E2F. 
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10. Utilisation tfun scFV diijgg contre te domaine 1-134 de la pcot^ 
Mdm2 pour la prgparation rfune composition phaimaceutique destinte au traitement 
des cancers. 

11. Utilisation d un adde nudSique oodant pour un compose capable 
5 d'antagoniser I'activitS oncogenique de la protSine Mdm2 pour la pi^tion d'une 

composition phannaoeutique destinee au traitemem des cancers i conlex^ 

12. Utilisation selon la revendication 11 caract&iste en ce qu'il s'agit de : 

- d'acides nucl6iques antisens, 

- d'oligonucleotides Kgands capables de fixer diiectement Vvai des domaines de 
10 la proteine Mdm2 et d'inhiber son activite oncog&iique. 

- d'acides nucleiques codant en tout ou partie pour des peptides ou protSines 
capables de s'oHgomeriser avec I'un des domaines de Mdm2 et d'inhiber son activity 
oncogenique, 

- d'acides nucleiques codant pour des anticorps intracellulaires dirigfe contre le 
domaine 1-134 de la sequence de la proteine Mdm2 repr^enl^ en SEQ ID N"!. 

13. Utilisation sekm la revendication 12 caract6ris6 en ce que I'adde 
nucteique antisens est un ADN codant pour un ARN comptementaire de l acide 

nucl6ique codant pour la protSine Mdm2 et capable de bloquer sa transcription et/o^ 
; sa traduction (ARN antisens) ou un ribozyme. 

20 14. Utilisation selon I'vae des revendications 11 & 13 caractSrisge en ce que 

I'adde midSique est udlisg sous forme complex^ avec du DEAE-dextran. avec des 
prot6ines nudSaires. ou avec des lipides ou polymSres cationiques. sous forme de 
liposomes ou encore tel quel ' 

15. UtiUsation selon I'une des revendications 11 a 13 caiactSrisge en ce que 
25 I'acide nucleique fait partie d'un vecteur. 



15 
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16. Udlisation selon la revendicatiQii 15 caracteris6e en ce que Tacide 
nuclSique fait partie d'lin vecteur viral, cfaoisi parmi les adenovirus, les retrovirus et les 
virus adeno-associ&s. 

17. Vecteur viral comprenant une s6quence d*acide mideique codant pour un 
5 ccHiipos6 capable dinhiber au moins partieUement Tactivite oncog^que de la fnoteine 

Mdiii2. 

18. Vecteur viral selon la revendication 17 carct§ris6 en ce que la sequence 
sequence daddes nucl6iques code poxir un scFV ou un peptide capable dintmgir au 
niveau du domaine 1-134 (SEQ ID N^'l) de la proteine Mdm2. 

10 19. Vecteur viral selon la revendication 17 ou 18 caract6ris6 en ce qu'il est 

choisi parmi les adenovirus, les retrovirus et les virus ad§no-asso(nis. 

20. Vecteur viral selon les revendications 17 k 19 caract&ris6 en ce qu*il s'agit 
dHm adenovirus ou d*un retrovirus. 

21. Composition pharmaceutique comprenant un compose capable d'inhiber 
15 Tactivite oncogenique de la proteine Mdm2 tel que d6fini en revendications 1 & 11. 

22 Composition {diarmaceudque conqsrenant une sequence d'acides 
nucl&ques codant pour un compost capable d'inhiber ractivit6 oncogenique de la 
proteine Mdm2 tel que defini en revendication 12 ou 13. 

23. Composition phannaoeutique selon la revendication 22 caract&isee en ce 
20 qu*elle comprend au moins un vecteur viral selon Tune des revendications 14 k 20. 

24. Composition selon la revendication 23 formulee en vue dune 
administration intra-tumorale. 

25. Utilisation d*une sequence nucieique codant pour des anticorps 
intracellulaires, diriges contre le domaine 1-134 (SEQ ID N^l) de la proteine Mdm2 

25 pour la preparation dune composition pharmaceutique destinee au traitement du 
cancer. 
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Clones dans soft-agar 




Figure 2 
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